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Eine automatisierte Bestimmung von anorganischem Phosphat
Von G. F. HOPPE-SEYLER und G. GUNDLACH
Aus der Klinisch-Chemischen Abteilung (Leiter: Priv.-Do^. Dr. G. Gundlach) der Urologischen Universitätsklinik
Homburg]Saar (Direktor: Prof. Dr. C. E. Alken)
(Eingegangen am 13. Dezember 1967)
Herrn Prof. Dr. Dr. Ernst Schütte %um 60. Geburtstag Angeeignet
Eine einfache, empfindliche, automatisierte Methode zur Bestimmung des anorganischen Phosphates in Serum, Harn und biologischen
Flüssigkeiten wird beschrieben. Der Molybdänphosphorsäurekomplex wird durch Hydrazinsulfat bei 95Q reduziert.
Eine Modifikation der angegebenen Technik erlaubt die automatische Bestimmung sehr geringer P-Konzentrationen (0,05 ppm P).
Die Interferenz stabiler Phosphatester und anderer Substanzen wird diskutiert.
A simple, sensitive, automated method is described for the determination of .inorganic phosphate in serum, urine, and other biological
fluids. The molybdenum-phosphoric acid complex is reduced by hydrazine sulphate at 95°.
The method can be modified for the automatic determination of very low phosphate concentrations (0.05 ppm. P).
Interference by stable phosphate esters and other substances is discussed.
Die Grundlage der gebräuchlichen Phosphatbestimmun-
gen ist die Reduktion der Molybdänphosphorsäure zu
Molybdänblau. Empfindlichkeitsunterschiede der ein-
zelnen Methoden beruhen auf der Verwendung ver-
schiedener Reduktionsmittel. Für die automatische Be-
stimmung wird das Verfahren nach FISKE und SUBBAROW
mit dem Reduktionsmittel l, 2, 4-Aminonaphtholsulfo-
säure empfohlen (l, 2).
Voraussetzung für die Anwendung einer Methode in der
klinisch-chemischen Routine und zur Durchführung von
Reihenuntersuchungen ist die exakte Reproduzierbar-
keit der Meßwerte und eine gute Haltbarkeit der Re-
agenzien. Dieser Forderung entspricht die Reaktion nach
BOLZ und MELLON (3), die Hydrazinsulfat als Re-
duktionsmittel verwendet, einen mindestens 12 Stdn.
haltbaren Farbkomplex bildet und gegenüber dem vor-




Schwefelsäure p. a. (Merck 731)
Ammoniummolybdat (Merck 1182)
Hydrazinsulfat (Merck 4602)
Salzsäure p. a. (Merck 317)
Losungen
A. Methode für Serum (10—100 ppm P)
1. Zu 4500 m/ dest. Wasser werden 270 m/ Schwefelsäure ge-
geben. Nach Mischen und Abkühlen1) der Lösung fügt man
30,0 g Ammoniummolybdat zu; Auffüllen mit dest. Wasser
auf 5000,0 m/.
2. 0,4 proz. Hydrazinsulfat
3. iNHCl
B. Mikromethode (0,05—1 ppm P)
1. Zu 4000 m/ dest. Wasser werden 665 m/ Schwefelsäure ge-
geben. Nach Mischen und Abkühlen1) der Lösung fügt man
100,0 g Ammoniummolybdat zu. Auffüllen mit dest. Wasser
auf 5000,0 m/.
2. l proz. Hydrazinsulfat
3. 0,18 proz. HQ
Ausführung
A. Methode für Serum
Das Verhältnis der Reagenzmengen zueinander geht aus Ab-
bildung \d hervor,1 wobei die Zahlenangaben an den Pump-
schläuchen den geförderten m//Min. entsprechen. Reagenzkonzen-
trationen s. Lösungen.
x) Es ist unbedingt erforderlich zuerst die Sehwefelsäurelösung her-
zustellen und vor Zugabe des Ammoniummolybdatemolybdates gut
abkühlen zu lassen. Die Reagenzlösungen sind darin in jeder Kon-
zentration beständig.
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Aufbau der Autoanalyzereinheit (Methode für Serum)
AI, AZ, A3 = Reagenzlösungen (s. Methodik A)Die Zahlenangaben an den Pumpschläuchen geben die geförderte
Reagenzmenge (m//Min.) an
DMS = doppelte Mischspirale
Probenfrequenz bis 60/Std.
Die Pumpschläuche entsprechen dem Technicon-Autoanalyzer-
System
Abb. U
Aufbau der Autoanalyzereinheit (Mikromethode)
B!, B2, B3 = Reagenzlösungen (s. Methodik B)Die Zahlenangaben an den Pumpschläuchen geben die geförderte
Reagenzmenge (m//Min.) an
MS = einfache Mischspirale
Probenfrequenz bis 60/Min.
Die Pumpschläuche entsprechen dem Technicon-Autoanalyzer-
System
Die mit Salzsäure versetzte Probe wird im Dialysator gegen
Hydrazinsulfat dialysiert. Danach wird dem Dialysat Ammonium-
molybdatlösung zugepumpt und in einer Glasspirale gemischt. Die
Reduktion der Phosphormolybdänsäure findet beim Durchlaufen
der Probe durch das Heizbad bei 95° statt. (Erhitzungsdauer 7 Min.)
Die Extinktion der gebildeten Farblösung wird mit Hilfe eines
Doppelstrahlkolorimeters bei 660 nm registriert.
B. Mikromethode
Abbildung \b stellt eine Anordnung dar, die unter Verwendung
anderer Reagenzkonzenträtionen den Nachweis sehr geringer
Phosphatkonzentrationen gestattet. Die Steigerung der Empfind-
lichkeit wird durch Änderung des Proben^Reagenzverhältnisses
und Fortlassen des Diälysators erreicht.
Ergebnisse und Diskussion
Die beschriebene Methode ist in bezug auf Änderung
der Reagenzkonzentrationen wenig empfindlich. Dies
hat insbesondere dann eine Bedeutung, wenn — z. B.
durch Alterung der Pumpschläuche — ein gleichmäßiges
Reagenzverhältnis nicht gewährleistet ist.
Aus Tabelle l geht hervor, daß Änderungen der
Ammoniummolybdatkonzentration um 50%, der Hy-
drazinsulfatkonzentration zwischen 0,1% und 1% oder
der Schwefelsäurekonzentration zwischen 0,5 und SN
die Farbbildung nicht wesentlich beeinflussen. Lediglich
im unteren Konzentrationsbereich findet sich bei der
Summierung über sämtliche Werte ein Variations-
koeffizient von 12%. Eine Erhöhung der Ammonium-
molybdatkonzentration in dem angegebenen Bereich
führt zu einer geringen Verminderung der Extinktionen.
Eine Erhöhung der Farbausbeute kann durch Senkung
der Säurekonzentration oder Erhöhung der Hydrazin-
sulfatkonzentration erreicht werden. Die von uns ge-
wählten Konzentrationen gewährleisten eine gute Re-
produzierbarkeit in der Serie, wie auch von Tag zu Tag.
In einer Serie von 138 Meßwerten (Tab. 2) ergibt sich
eine Abweichung der ersten 20 Meßwerte gegenüber den
letzten 20 Werten von 0,6%. Der Variationskoeffizient
ist < 1%. Die Drift in diesem Experiment bleibt inner-
halb der Standardabweichung der einzelnen Meßwerte.
Der statistischen Auswertung der Reproduzierbarkeit
von Tag zu Tag lagen jeweils 40 Meßwerte zugrunde.
Die Reagenzlösungen wurden während der gesamten
Versuchszeit nicht verändert oder neu angesetzt. Die
Tab. 2
Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit innerhalb der Serie und

































































Abhängigkeit der Farbausbeuten (E 660 nm)" von verschiedenen Reagenzkonzentrationen




































0,1 0,3 0,7 1,0
0,089 0,093 0,112 0,112
0,298 0,308 0,333 0,333
0,500 0,510 0,535 0,535
0,580 0,580 0,625 0,636
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Ergebnisse ergaben sich durch direkte Berechnung aus
den Extinktionswerten bei 660 nm. Es wurden also nicht
täglich Eichkurven angelegt.
Der Variationskoeffizient der insgesamt 400 Einzel-
messungen würde also auch von etwa auftretenden Ver-
änderungen der Reagenzlösungen mitbeeinflußt werden.
Die so erhaltenen Werte weichen von dem Mittelwert
aller Werte um höchstens 2,5% bei einem Variations-
koeffizienten von 0,4% ab. Dieser systematische Fehler
weist keine Drift auf und läßt sich, wie schon aus dem
Variationskoeffizienten der in Tabelle 2 angeführten
Serien hervorgeht, durch tägliche Kontrollanalysen ver-
ringern.
Über den gesamten Meßbereich zwischen 0 und 100 ppm
P herrscht Linearität (Abb. 2). Bei der Darstellung dieser
Eichkurve wurden die gefundenen maximalen Ab-
weichungen auch bei den in Tabelle l angegebenen
Änderungen der Reagenzzusammensetzung berück-
sichtigt, stellen also die ungünstigsten Verhältnisse dar.
Während Phosphatester vom Typ der Glycerinphosphor-
säure zu weniger als 0,5% erfaßt werden, zeigen Poly-
phosphate unter den beschriebenen Bedingungen eine
erhebliche Farbbildung. So wird Pyrophosphorsäure
nahezu quantitativ, die Triphosphorsäure zu 80%, die
Tetraphosphorsäure zu 60% erfaßt, während Polymeta-
phosphat 20% Farbausbeute, bezogen auf Orthophos-
phat, ergibt. Diese Verbindungen finden sich jedoch
nicht oder im Verhältnis zu anorganischem Orthophqs-
phat nur in einem verschwindend geringen Anteil in
physiologischen Flüssigkeiten.
Bei der Reduktion der Phosphormolybdänsäure durch
Eisen (H)-sulfat stören Komplexbildner die Reaktion (5).
Die Anwesenheit von z. B. einer 40 mM Mannitok
Lösung setzt die Farbausbeute um 40% herab. Diese
Schwierigkeit tritt bei der Reduktion mit Hydrazin-
sulfat nicht auf. Die Farbausbeute wird in Gegenwart
einer 50 mM Mannitol-Lösung nicht meßbar beein-
trächtigt. Erst bei Gegenwart einer 0,5M Lösung dieser
Substanz sinkt die Farbausbeute um 5,1%.
Durch Fortlassen des Dialysators und Änderung des
Fließsystems lassen sich in eiweißfreien Lösungen
Phosphatbestimmungen bis herab zu 0,05 ppm P durch-
führen. Die Empfindlichkeit beträgt dabei 0,02 ppm.
Dies bedeutet, daß sich nach der chromatographischen
Abtrennung des Orthophosphates noch sehr geringe
Mengen an Pyrophosphat und anderen Polyphosphaten
bestimmen lassen. Außerdem entfällt die für solche





Eichkurve 2ur Bestimmung des anorganischen Phosphates
Die Meßwerte wurden bei verschiedenen Reagenzkonzentrationen ge-









Eichkurve für die Bestimmung von anorganischem Phosphat im
Mikromaßstäb
achtete Extraktion zur Anreicherung der Phosphor-
molybdänsäure (6).
Die Reagenzien für beide beschriebenen Methoden sind
bei Raumtemperatür lange Zeit stabil. Im Autoanalyzer
wird keine Zugabe von Netzmitteln für einen gleich-
mäßigen Durchfluß benötigt.
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